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論文内容の要旨
食材に含有される新規生体調節機能成分を明らかにす
るため，古くから生薬や薬膳などに用いられ生体調節機
能が知られているものの，その作用因子が未知である食
用茸，特にその種類が多い中国産食用茸に着目し，生体
調節機能因子の検討を行った。その過程において，ツブ
イボタケ（Thelephora vialis）の乾燥子実体より強い抗
酸化活性を有する複数の p-terphenyl化合物を見い出し
た（C. Xie et al. Biosci. Biotechnol. Biochem., 2005）。
特に新規物質として構造決定した vialinin Aは，ラッ
ト好塩基球系 RBL-2H3細胞において，抗体を介する刺
激による炎症性サイトカイン TNF-a放出を IC50値 0.09
nM という低濃度で抑制した（J. Onose et al. Biol
Pharm. Bull., 2006）。この阻害活性は，臨床で使用さ
れている免疫抑制剤タクロリムス（IC50＝0.25nM）よ
りも強いものであった。炎症性サイトカイン TNF-aの
産生は病態との関連において，自己免疫疾患としてその
治療法の確立が急がれている関節リウマチとの関連性が
特に強く示唆されていることから，新たな産生阻害メカ
ニズムの解明は関節リウマチの効果的な治療法開発にも
つながるものであると共に，vialinin Aをプローブとし
て使用することで細胞内における未知の免疫制御機構の
解明につながる可能性を与えるものである。そこで本研
究では，標的分子探索プローブを用いることにより，
vialinin Aの細胞内標的分子を明らかにし，その分子と
vialinin Aおよび TNF-a産生との関連性を解明するこ
とを目的とした。
1． Vialinin 類の TNF-c 発現阻害活性メカニズムの
検討
有機合成的手法により vialinin A並びに atromentin
などツブイボタケ含有の p-terphenyl化合物の全合成を
達成し，これらの天然物並びに合成中間体を用いて構造
活性相関を検討した結果，vialinin Aのファーマコフォ
アを特定し，化学的に安定な構造を有する活性アナログ
である 5′, 6′-dimethyl-1,1′: 4′. 1″-terphenyl-2′, 3′, 4,4″-
tetraol（DMT, IC50＝0.02nM）を得た。TNF-a放出阻
害活性について詳細に検討したところ vialinin A及び
DMTは，細胞外への TNF-a放出は濃度依存的に抑制
するにも関わらず，細胞内での産生に対しては低濃度で
強力に抑制がみとめられるものの，濃度上昇に対し依存
性を示さないという特徴的な阻害様式を有することが観
察された。陽性対照として用いたタクロリムスなどは，
TNF-a放出及び産生ともに濃度依存的に抑制すること
から，vialinin A は，TNF-a の産生と放出それぞれを
別途に阻害するという新たなメカニズムにより強力な
TNF-aの放出阻害を誘導する可能性が強く示唆された
（J Onose et al. Cell. Immunol., 2012）。
2． Vialinin A標的分子の探索
Vialinin Aは新規経路による TNF-a発現阻害活性を
有することが示唆されたことから，vialinin A活性アナ
ログである DMTをリード化合物として biotin標識プ
ローブを調製し，RBL-2H3細胞中の vialinin A標的分
子の探索を検討することとした。
DMTの 4位のヒドロキシ基をメトキシ基及びメトキ
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シメチル基に変更した 4-Me-O-DMT 及び 4-MOM-O-
DMT が，TNF-a 放出阻害活性試験においてそれぞれ
IC50値 0.35nM及び 0.34nMを与えることから，DMT
の 4位のヒドロキシ基部分に 1,2,3-トリアゾール環を含
むリンカーを介してビオチン標識したプローブ biotin-
DMT を調製した。Biotin-DMT は，IC50値 8.15nM の
TNF-a 放出阻害活性を示した。一方，DMT の 4位の
ヒドロキシ基にクマリニル基を蛍光発色団として導入し
た蛍光プローブを用いた細胞内取り込み実験を実施した
ところ，細胞内への透過性はリンカーの構造により影響
を受けることが示唆された。この知見を基にして RBL-
2H3細胞ライセートを用い，標的分子の探索を行うこ
ととした。さらに，別途 biotin-phenolを調製しこれを
対照として用いた。
RBL-2H3細胞ライセートを biotin-DMTで処理し，
ストレプトアビジンビーズへのアフィニティーを用いて
細胞内標的分子を抽出後，溶出を行い，SDS-PAGEに
て分画を行った結果，biotin-DMT処理サンプルの 100
kDa付近に特異的なバンドが検出された。このバンド
をMALDI-TOFMSスペクトルを PMF法により解析し
た結果，脱ユビキチン化酵素の 1つである ubiquitin-
specific peptidase 5 / isopeptidase T（USP5/IsoT, EC
3.1.2.15）と同定され，この分子が RBL-2H3細胞中の
vialinin A標的分子であると予想した。そこで，大腸菌
において，human USP5を発現させる系を構築し，re-
combinant hUSP5を調製した。hUSP5を用いて，via-
linin A及び DMTと biotin-DMTとの競合阻害実験を
行ったところ，vialinin A及び DMTともに biotin-DMT
の hUSP5への結合に競合することが認められた。この
結果から，biotin-DMTの hUSP5への結合は，vialinin
A及び DMTの結合と同様なサイトを介していることが
示唆された（K Okada et al. Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2013）。
3． Vialinin A標的分子 USP5の発現と TNF-c産生
との関連性の検討
USP5が vialinin Aの標的分子であることが示唆され
たことから，vialinin A及び DMTの hUSP5に対する
酵素活性阻害試験を行った。hUSP5は細胞質内のフ
リーのポリユビキチン鎖をモノユビキチンへと加水分解
する活性を有していることから，市販のユビキチンテト
ラマー鎖を基質に用いて酵素活性阻害を検討した。その
結果，vialinin A及び DMTは，強力にテトラマーのポ
リユビキチン鎖の加水分解を阻害することが観察され
た。また，蛍光基質 Ub-AMCを用いて，vialinin Aの
hUSP5に対する酵素活性阻害実験においても，viali-
nin A は，強力に hUSP5酵素活性を阻害する（IC50 :
5.9mM）ことが認められた。
Vialinin A が hUSP5酵素活性阻害を示したことか
ら，他の市販脱ユビキチン化酵素（USP4，USP2 core，
USP8，UCH-L1，UCH-L2）に対する酵素活性阻害試
験も実施した。それぞれの脱ユビキチン化酵素に対する
IC50値は，USP4 : 1.5mM，USP2 core : 30mM，USP8 :
＞30mM，UCH-L1 : 22.3mM，UCH-L2 : ＞30mM を与
えたことから，半特異的な酵素阻害活性を示した。
Vialinin Aが複数の脱ユビキチン化酵素に対して酵素
阻害活性を示したことから，USP5 酵素阻害活性と
TNF-a 放出阻害活性との関係を明らかにするため，
RNA干渉を用いて複数の脱ユビキチン化酵素の発現と
TNF-a 発現の関連性について検討することとした。
Vialinin Aの標的分子である USP5，vialinin Aにより
強力な酵素活性阻害を受ける USP4，USP5と類似のド
メイン構造を有する USP13について，それぞれ数種の
siRNAを設計し，Lipofectamine RNAiMAXを用いて，
それぞれ USP5，USP4，USP13ノックダウン細胞を調
製した。それぞれの細胞を用いて，リアルタイム PCR
によるmRNAレベル及びウェスタンブロッティングに
よるタンパク質レベルでの各脱ユビキチン化酵素の発現
を検討したところ，それぞれ標的とする脱ユビキチン化
酵素の有意な発現減少を確認した。そこで，これらの
ノックダウン細胞を用いて，抗体を介する抗原刺激によ
る TNF-a放出試験を実施した。その結果，USP4及び
USP13をノックダウンさせた細胞からの TNF-a放出量
には有意な変化がなかったのに対し，USP5をノックダ
ウンさせた細胞からの TNF-a放出量には，有意な減少
が観察された。この結果から，次に USP5が TNF-aの
産生または放出のいずれに関与しているかを明らかにす
るため，まず，細胞内に残存する TNF-a量と細胞外に
放出された TNF-a量の和としての TNF-a産生に対す
る影響について検討を行った。その結果，USP5発現を
有意に減少させた細胞においては，TNF-a産生量の有
意な減少が観察された。さらに，転写レベルにおいても
TNF-a mRNA発現量に有意な減少を確認した。
USP5ノックダウン細胞において TNF-a mRNA発現
量の減少が観察されたこと，また TNF-a は転写因子
NF-kBにより転写誘導されることが知られていること
から，NF-kBの活性発現を制御する細胞質内 IkBの分
解量について検討を行った。NF-kBは細胞質内におい
て IkBと複合体を形成しており，ユビキチン-プロテア
ソーム系において IkB が分解されることにより，NF-
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kBは核内に移行し，TNF-aの転写を誘導する。抗体を
介する抗原刺激 RBL-2H3細胞において，刺激後 5分か
ら 10分後に IkB の分解が起こり，TNF-a は転写誘導
されることが知られている。Vialinin Aで処理した細胞
での IkBの分解は，5分から 10分において有意な減少
が観察された。さらに，USP5ノックダウン細胞におい
て検討したところ，有意な IkBの分解の減少が認めら
れ，vialinin A 処理と同様の現象が観察された（Y
Yoshioka et al. PLoS ONE, 2013）。
4． 結 論
中国産食用茸ツブイボタケ（Thelephora vialis）より
新規物質として構造決定した vialinin Aは，TNF-aの
産生と放出それぞれを別途に阻害するという特徴的な阻
害様式をもつことが示唆され，それは臨床で免疫抑制剤
として使用されているタクロリムスなどとは異なること
から，未知の新規経路による阻害メカニズムの介在が予
想された。Vialinin Aの RBL-2H3細胞における TNF-
a発現阻害メカニズムの検討のため，biotin標識プロー
ブを調製し，vialinin A標的分子の探索を試みた結果，
脱ユビキチン化酵素の 1つである USP5を同定した。
Vialinin Aは，USP5を含む複数の脱ユビキチン化酵素
の酵素阻害活性を有することから，RNA 干渉を用い
て，それぞれの脱ユビキチン化酵素の発現と TNF-a発
現とを比較したところ，USP5をノックダウンさせた細
胞でのみ TNF-aの産生量及び放出量，転写量の減少が
観察された。さらに，TNF-aの転写因子 NF-kBの抑制
因子である IkBの分解についても検討した結果，viali-
nin A処理細胞と同様，USP5ノックダウン細胞におい
ても IkBの分解の減少が観察された。
これらの結果より，本研究において USP5の酵素活
性が炎症性サイトカイン TNF-a産生に関与していると
いう新たな制御機構を明らかにし，中国産食用茸ツブイ
ボタケの含有機能性因子である vialinin Aは細胞質内
の USP5の酵素活性を阻害することにより，IkB の分
解阻害を介して TNF-aの産生を阻害することにより抗
炎症作用を発現する可能性が示唆された。
審査報告概要
ツブイボタケに含有される vialinin Aが，TNF-aの
産生と放出，それぞれを阻害するという特徴的な阻害を
示すことを見いだし，その阻害メカニズム検討のため，
biotin標識プローブを調製，細胞溶解物中より標的分子
を分離し，USP5と同定した。RNA干渉を用いて，検
討を行ったところ，TNF-aの産生量及び放出量，転写
量の減少が USP5をノックダウンさせた細胞でのみ観
察され，さらに，TNF-aの転写因子 NF-kBの抑制因子
である IkBの分解についての検討から，vialinin A処理
と同様，USP5ノックダウン細胞においても IkB の分
解の減少が観察された。以上の結果により，USP5の酵
素活性が TNF-a産生に関与しているという新たな制御
機構を明らかにし，さらに，vialinin A は細胞質内の
USP5の酵素活性を阻害することにより，IkBの分解阻
害を介して TNF-aの産生を阻害することで抗炎症作用
を発現する可能性を示唆した。以上の結果は，新たな免
疫制御機構の解明に寄与するものである。
よって，審査員一同は博士（食品栄養学）の学位を授
与する価値があると判断した。
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